

















PSV  strains  showing  a  low  genetic  correlation with  the  other  strains  detected worldwide.  The 

























The  PSV  genome  is  7.5–8.3  kb  length with  the  typical  picornavirus  genome  organization, 
including a single open reading frame (ORF), which encodes for a polyprotein containing 12 mature 






The virus has been  investigated  in pigs worldwide with prevalence ranging between 7.1%  in 
India [8] and 71.0% in Hungary [9]. 
The virus has also been found in wild boars with a prevalence of 6.4% in Spain [10] and 27.8% 







have  been  conducted  on  PSV  detection  methods,  not  reporting  prevalence  but  confirming  the 
circulation of PSV among Italian pigs [18,19]. More recently, the first Italian PSV complete genome 
[20] has been published. 
During  a  study  aimed  at obtaining hepatitis E virus  (HEV)  full genomes  from pig  feces by 
metagenomics  next‐generation  sequencing  (NGS)  [21],  sequences  corresponding  to  PSV  were 
retrieved in three samples from one farm. Based on this result, we investigated the presence of PSV 
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2.3. PSV‐RNA Detection 
The RNA was tested for the presence of PSV by reverse‐transcription PCR (RT‐PCR) amplifying 







Total RNA  of  three  individual  fecal  samples  from  farm C, were  subjected  to  the  sequence‐






gene (PSV capsid protein) which  is  the genome fragment most used  for PSV characterization and 
most  frequently  available at  the National Centre  for Biotechnology  Information  (NCBI) database 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). 
Two primer pairs were designed within the VP1 gene of the PSV by the alignment of 73 PSV 
complete  genomes  available  online  (NCBI)  and  the  PSV  complete  genome  (SwPSV75BO2012) 
obtained  in  this  study  by  NGS.  The  resulting  primer  pairs  were  Primer_1_F  (5’‐
ACAGYTAGTGCAGCAGAYAACTT‐3’)  and  Primer_1_R  (5’‐CTAGTTGGGTGGCAGGGTAA‐3’) 
annealing in the 2202‐2224 and 3107‐3126 position respectively and a second pair of primer for the 
nested‐PCR:  Primer_2_F  (5’‐AATCCCCACTGACACAGCAT‐3’)  and  Primer_2_R  (5’‐
ACAGYTAGTGCAGCAGAYAACTT‐3’)  annealing  in  the  2234‐2253  and  3067‐3086  position 
respectively (respect to SwPSV75BO2012). The RT‐PCR designed was performed using the One‐Step 











V.6.5  (Applied Maths, Kortrijk, Belgium) and deposited  in GenBank under  the accession number: 
SwPSV3B2018, MN836677; SwPSV14B2018, MN836678; SwPSV2B2018, MN836679; SwPSV1B2018, 
MN836680;  SwPSV4B2018, MN836681;  SwPSV13B2018, MN836682;  SwPSV71BO2012, MN836665; 
SwPSV84BO2012,  MN836666;  SwPSV70BO2012,  MN836667;  SwPSV73BO2012,  MN836668; 
SwPSV74BO2012,  MN836669;  SwPSV52BO2012,  MN836670;  SwPSV56BO2012,  MN836671; 
SwPSV57BO2012,  MN836672;  SwPSV58BO2012,  MN836673;  SwPSVS45BO2012,  MN836674; 
SwPSV55BO2012,  MN836675;  SwPSVS39BO2012,  MN836676;  SwPSV75BO2012,  MN836683. 
Nucleotide  sequence  similarity  searches were  performed  using  the  BLAST  server  on  the NCBI 
GenBank database [22]. Three maximum likelihood (ML) trees were drawn with the MEGA7 software 
(www.megasoftwares.com) using the general time‐reversible model with a Gamma distribution and 
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invariant sites (GTR+G+I) as suggested by the MEGA7 model test, and 1000 bootstrap replicates. The 
trees were built using the partial VP1 sequences (790 nt), full genomes reported on NCBI database 
including  the  sole  PSV  complete  genome  obtained  in  this  study  and  the  3CD  region  (3Cpro,  the 
cysteine  protease  and  3Dpol  the  catalytic  core  of  the  viral  replicase,  the  RNA‐dependent  RNA 
polymerase) [23] obtained from the full genome. 
2.7. Statistical Analysis 
Statistical  analysis was  performed  using  SPSS  software  (SPSS  Statistics  ver.  25;  IBM Corp., 
Chicago, IL). A comparison of prevalence observed for PSV RNA‐positive pooled fecal samples by 
farm (A, B, and C) and category (young growers and sows), was conducted using the chi‐square test. 








Farm  Category  PSV RNA in Pooled Fecal Samples (%)  Total Positive  Negative 
A 
Young growers  15 (100.0)  0 (0.0)  15 
Sows  0 (0.0)  12 (100.0)  12 
Total  15 (55.6)  12 (44.4)  27 
B 
Young growers  16 (100.0)  0 (0.0)  16 
Sows  4 (25.0)  12 (75.0)  16 
Total  20 (62.5)  12 (37.5)  32 
C  Young growers  32 (97.0)  1 (3.0)  33 
Total  32 (97.0)  1 (3.0)  33 
Total 
Young growers  63 (98.4)  1 (1.6)  64 
Sows  4 (14.3)  24 (85.7)  28 

















identity higher  than 88% was observed among  the  Italian strains detected  in  this  study and PSV 
sequences  available  in  the  public database,  including  the  only  full  genome  sequence previously 
detected in Italy (DIAPD5469‐10, MK497044). 





One  cluster was  formed  by  two  VP1  sequences  from  farm  B  named  SwPSV55BO2012  and 
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online  (NCBI  database)  (Figure  2).  The  same  tree  topology  and  the  correlation  between 
SwPSV75BO2012 and DIAPD5469‐10 has also been observed using the 3CD genomic region. 
 
Figure 2. Maximum  likelihood phylogenetic  tree built with GTR+G+I  substitution model, by 1000 
resampling,  using  73  PSV  complete  genomes  and  the  Italian  complete  genome  SwPSV75BO2012 
sequenced  in  this  study,  indicated  in bold.  Simian  Sapelovirus  strain was used  as outgroup  and 
bootstrap replicates >70% were reported. Each entry includes accession number, the country origin of 
strains, and collection date. 
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4. Discussion 






some  geographical  differences  that  may  be  linked  to  the  epidemiology  of  infections  or  farm 
management procedures. 
Our  results  indicate  that  PSV  is  largely  widespread  especially  among  younger  animals 
confirming  previous  findings  observed  in  Korea  [15]  Spain  [14],  the  Czech  Republic  [11],  and 
Hungary [9]. In general, circulation in older animals is not detected or occurs less frequently (Spain 
and the Czech Republic) [11,14]. Sows could be negative for PSV as they are protected by the immune 





young  animals  (SwPSV55BO2012)  and  a  sow  (SwPSVS39BO2012). Young  animals  and  sows  are 
housed in two different buildings. The flow of viral strain, as revealed by sequencing, could have 








spreading  among  animals  and  that  PSV  could  also  be  an  agent  of  serious  diseases  such  as 
polioencephalomyelitis [5]. 
Phylogenetic  analysis was  conducted  using  the  complete  VP1  gene  sequences,  obtained  by 
young growers from each farm and two pools of fecal samples from the sows of farm B, and revealed 




[25]. Nevertheless,  in our  study,  the phylogenetic analysis  showed  three  independent  clusters of 
Italian VP1 sequences not related  to  the  farm of origin. Two clusters were only  formed by  Italian 












carefully  considered  to  establish  the  criteria  of  classification  of  PSV  which  could  be  different 
depending on the analyzed genome regions. 
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